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Rôle des canaux ionique dans la mort cellulaire induit par stress 
osmotique 
 
Le travail de recherche décrit dans cette thèse concerne le rôle des canaux ioniques de la 
membrane plasmique en réponse à des stress salins et non salins ainsi qu’aux 
interactions possibles avec d’autres événements de signalisation conduisant à la mort 
cellulaire programmée (PCD). Dans le premier chapitre on décrit l’état de l'art des stress 
osmotiques en particulier des événements rapides impliqués dans la perception et 
transduction des stress hyper-osmotiques. 
Le stress salin est connu pour avoir des effets délétères sur le développement et la 
croissance des plantes (Tester and Davenport, 2003). La salinité induit des stress oxydatif, 
ionique et osmotique (Zhu, 2001a) qui peuvent déclencher différentes voies de 
signalisation amenant à des processus de PCD chez les embryophytes (Huh et al., 2002; 
Lin et al., 2006; Shabala, 2009; Wang et al., 2010); et les algues (Affenzeller et al., 
2009a). Cette PCD peut être considéré comme un mécanisme d'adaptation au stress salin 
(Huh et al., 2002).  
La sécheresse, qui consiste au moins en partie en un stress hyperosmotique, peut 
également induire de la PCD chez les plantes (Duan et al., 2010). La PCD est un 
processus cellulaire actif qui facilite l'élimination des cellules endommagées ou non 
désirables. Elle est essentiel pour la différenciation cellulaire et l'homéostasie tissulaire. La 
PCD a été mise en évidence en réponse à différents types de stress abiotiques (Kadono 
et al., 2010) (van Doorn et al., 2011). Différents types de PCD ayant des caractéristiques 
morphologiques et physiologiques ont été décrites dans les plantes, ce qui a conduit à une 
classification détaillée de ces PCD (van Doorn, 2011; van Doorn et al., 2011). Bien que la 
délimitation entre les différents types de PCD reste parfois difficile (van Doorn et al., 
2011), la fragmentation de l'ADN semble caractéristique de la PCD ainsi que l’activation 
de nucléases spécifiques, la condensation et le rétrécissement du cytoplasme, la libération 
de cytochrome c à partir des mitochondries, l'augmentation du niveau du calcium 
cytosolique ([Ca2+]cyt), la production d’espèces actives de l'oxygène (ROS), et une 
augmentation de l'activité d’enzymes de type caspase (Tsiatsiani et al., 2011; van Doorn, 
2011). Différents événements rapidement induits en réponses aux stresses ioniques et 
non-ionique sont aussi fréquemment reportés chez les plantes: l’augmentation du niveau 
du [Ca2+]cyt (Donaldson et al., 2004a; Kim et al., 2007; Lin et al., 2006; Parre et al., 2007b; 
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Ranf et al., 2008; Xiong et al., 2002), la production de ROS (Lin et al., 2006; Xiong et al., 
2002; Zhang et al., 2013; Zhu, 2001b), ou encore la régulation de protéine-kinases (Zhang 
et al., 2013). 
Lors de l’exposition à des conditions salines, le Na+ pénètre dans les cellules au travers de 
canaux cationiques non sélectifs (NSCCs; (Demidchik and Tester, 2002), dépolarisant la 
membrane plasmique (Chen et al., 2007; Pandolfi et al., 2010; Shabala and Cuin, 2008; 
Wegner et al., 2011). En revanche, le mannitol ou le sorbitol à des concentrations 
isotoniques induisent une hyperpolarisation rapide de la membrane (Li and Delrot, 1987; 
Shabala, 2000; Shabala and Lew, 2002; Zingarelli et al., 1999). La dégradation de l'ADN, 
par les endonucléases libérées des mitochondries s’observe dans les cellules traitées 
avec du NaCl mais pas dans les cellules traitées avec le sorbitol (Affenzeller et al., 2009b). 
La libération de ces endonucléases est possible grâce à l’ouverture des pores de 
transition (PTP) induisant également la dépolarisation mitochondrial (Huh et al., 2002;. Lin 
et al, 2006). Ainsi, différents évènements et voies de transduction du signal semblent 
impliqués dans la réponse à traitements ioniques et non ioniques (Donaldson et al., 
2004b; Parre et al., 2007a). 
Dans le deuxième chapitre en utilisant des cellules en culture de tabac cv. BY2, nous 
avons comparé les événements précoces induits par des stress hyperosmotiques ioniques 
et non-ioniques et leurs liens avec la régulation des canaux ioniques ainsi que leurs rôles 
dans le développement de la PCD. L’activité des canaux ioniques a été mesurée en 
utilisant la technique du voltage imposée à une électrode (dSEVC). Cette technique a été 
initialement développée sur des cellules animales a été développée par notre équipe sur 
différents types de cellules vegetales (Bouteau et al., 1996; Forestier et al., 1998; 
Jeannette et al., 1999; Kurkdjian et al., 2000). Elle permet de suivre les variations de la 
différence de potentiel transmembranaire et l’activité des canaux ioniques de la membrane 
plasmique sur des cellules vivantes en conservant leur paroi cellulaire. Par rapport à la 
technique du patch-clamp plus classiquement utilisée qui impose la préparation de 
protoplastes, le dSEVC permet d’étudier l’activité des canaux ioniques en réponse à des 
stimuli environnementaux dans un contexte le plus physiologique possible. 
En réponse à un traitement par du NaCl, le niveau de mort cellulaire est dépendant du 
temps et de la dose. Environ la moitié de la population est morte après 4 h en présence de 
200 mM de NaCl. Afin de vérifier si cette mort cellulaire est due à un processus actif 
nécessitant l'expression de gènes et le métabolisme cellulaire, les cellules de tabac BY2 
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ont été prétraitées, avant l'exposition au NaCl, avec de l’actinomycine D (AD), un inhibiteur 
de la synthèse de l'ARN, ou de la cycloheximide (Chx), un inhibiteur de la synthèse des 
protéines. Ces pré-traitements ont permis de réduire de façon significative le niveau de 
mort cellulaire induite par le NaCl. Ces résultats suggèrent donc que cette mort cellulaire 
nécessite un métabolisme cellulaire actif, à savoir la transcription du gène et de la 
synthèse de novo de protéines. Le même type de résultats, à savoir une mort des cellules 
dependante du temps et de la dose, ont été observés en utilisant des concentrations iso-
osmotiques de sorbitol. Ceci nous suggère que les stress hyperosmotiques non-ioniques 
et ioniques peuvent induire une PCD dans les cellules végétales comme précédemment 
observé dans différents modèles animaux (Galvez et al., 2003; Murata et al., 2002; 
Niswander and Dokas, 2007). Nous avons ensuite vérifié si certains événements précoces 
détectée classiquement au cours des réactions de stress et hyperosmotiques PCD chez 
les plantes, pourraient être impliqués dans cette mort cellulaire, à savoir la production de 
ROS, l’augmentation de Ca2+ cytosolique, des variations de flux ionique ou une 
dépolarisation de la membrane mitochondriale.  
La première réponse observée après une exposition des cellules de BY2 au NaCl est une 
production immédiate de ROS. Un pré-traitement par du Tiron (un piégeur de O2 .-) ne 
permet pas de réduire de façon significative cette rpoduction de ROS induite par le NaCl. 
Par contre un pré-traitement par du DABCO (un piégeur de 1O2) réduit le niveau de ROS 
généré. La formation de 1O2 est susceptible de se produire lors de l'exposition à de fortes 
intensités lumineuses (Krieger-Liszkay, 2005), mais il est également possible que 
différents enzymes dont des peroxydases (POXs) puissent générer de l’1O2 de façon 
extracellulaire comme reporté pour des cellules animales (Rkanofsky, 2000; Stief, 2003; 
Tarr and Valenzeno, 2003) et végétales (Guo et al., 2009; Kadono et al., 2006). Les 
cellules que nous utilisons n’étant pas photosynthétiques, nous avons testé un inhibiteur 
de POXs le SHAM (Hossain et al., 2013; Kawano et al., 1998). Nos résultats suggèreent 
que la production rapide et transitoire d’1O2 en réponse aux stress ioniques ou non-ionique 
pourraient être dues à de tels enzymes.  
Par ailleurs, dans le cas des deux types de traitement, par le NaCl ou le sorbitol, nous 
avons observés une augmentation rapide et transitoire du [Ca2+]cyt chez les cellules BY2 
comme précédemment décrit dans différents modèles végétaux (Donaldson et al., 2004b; 
Knight et al., 1997). Ces varaitions de [Ca2+]cyt peuvent être inhibées par des inhibiteurs de 
canaux calciques de la membrane plasmique, le La3+ et le Gd3+, mais pas par le 
 5 
 
dantrolène ou l’U73122, deux inhibiteurs de canaux calciques des membranes internes, 
connus pour être efficace dans notre modèle (Meimoun et al., 2009; Rona, 2009). Ceci 
suggère que l’augmentation du [Ca2+]cyt en réponse aux stress hyperomotiques est bien du 
à un influx au travers la membrane plasmique. Bien que rapide, ces influx de Ca2+ se 
produisent après la génération d’1O2. Un prétraitements par du DABCO permet de réduire 
fortement ces influx, ce qui suggère qu'ils sont dépendant de la génération de l’1O2. La 
réduction par le SHAM de ces influx de Ca2+ confirme l'hypothèse selon laquelle ces influx 
de Ca2+ sont dépendant de la productuion d’1O2 par le sorbitol et le NaCl et souligne le 
rôle de l’1O2 comme molécule de signalisation (Fischer et al., 2013). 
La perturbation de l'homéostasie du Ca2+ dans les cellules végétales, ainsi que dans des 
cellules animales, a été décrit comme une condition préalable pour la PCD (Davis and 
Distelhorst, 2006; Grant et al., 2000; Lecourieux et al., 2006). Il n'a cependant pas été 
possible de vérifier ceci pour nos cellules BY2, l’inhibition de l’influx de calcium par le La3+ 
n’empêchant pas le développement de la mort cellulaire. 
Par contre des prétraitements avec du Tiron ou du DPI (inhibiteur de la NADPH oxydase) 
ont permis de réduire cette mort cellulaire induite par le NaCl et le sorbitol. Nous avons 
effectivement pu enregistrer une poduction retardée de ROS inhibable par cette même 
pharmacologie. Cela indique que la production retardée d’anion superoxyde pourrait jouer 
un rôle central dans la mort cellulaire.  
Concernant la régulation des courants ioniques, nous avons observé dans le cas du stress 
salin une forte dépolarisation liée à l’influx de Na+ au travers de canaux cationiques 
aspécifiques (NSCC). Ces canaux NSCC sont connus pour être responsables de l’influx 
de Na+ au niveau racinaire (Demidchik and Maathuis, 2007). Par contre, dans le cas de 
stress non-salin, nous avons observé une hyperpolarization des cellules liées à la 
diminution d’un courant anionique présent en situation contrôle dans les cellules dans leur 
milieux de cultures (Reboutier et al., 2007)  
En résumé, nous avons pu montrer que les réponses cellulaires précoces, telle que 
l`augmentation du calcium cytosolique classiquement impliqués lors de la PCD, ne 
semblaient pas être impliquées dans la mort cellulaire induite par les stress 
hyperosmotiques chez les cellules en culture de tabac. Dans les cas de stress salin chez 
ces cellules, un influx précoce de sodium à travers des canaux cationiques non 
spécifiques participe au développement de la PCD en entraînant la production de O2• - 
par des NADPH oxydases mais aussi un dysfonctionnement mitochondrial. Dans le cas de 
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stress hyperosmotique non-ionique, nous avons observé une diminution rapide de 
l’intensité des courants anioniques, le seul évènement impliqué dans le développement de 
la PCD parmi ceux enregistrés étant la production retardée de ROS. La figure 1 résume 
les principaux résultats obtenus dans le deuxieme chapitre. 
 
 
Figure1: Voies possibles induites par stress salin et non salin conduisant à la mort 
cellulaire de cellules de tabac 
 
 
Afin de poursuivre l’étude du rôle des canaux anioniques lors du stress hyperosmotique 
non salin, nous avons utilisé des cellules d’Arabidopsis thaliana nous permettant de 
travailler avec le mutant de canal anionique slac1. Nous avons constaté que l’activation 
retardée des canaux SLAC1 participait au développement de la PCD induite par un stress 
hyperosmotique non salin. Cependant suite à l’addition de sorbitol la première réponse 
observée est une réduction des courants anioniques entraînant une hyperpolarisation des 
cellules d’A. thaliana, comme chez les cellules de tabac. Cette réduction précoce de 
l'activité des canaux anioniques pourrait participer à la signalisation ou l'ajustement 
osmotique permettant l'adaptation et la survie cellulaire, tandis que des évènements 
retardés, à savoir la production d'anions superoxyde par les NADPH-oxydases et 
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l'activation des canaux anioniques pourraient participer au développement de la PCD 
d'une partie de la population cellulaire. Comme pour le tabac BY2 les  réponses précoces, 
aussi bien que le calcium cytosolique et la production de ROS, ne semblaient pas être 
impliquées dans la mort cellulaire. La production d'oxygène singulet et l’influx de Ca2+ 
pourraient être liés à des processus de signalisation permettant aux cellules de s’adapter 
et survivre aux conditions hyperosmotiques.  
Ces données rappellent ce qui est a été décrit chez certaines cellules animales pour 
lesquelles une augmentation du volume cellulaire (RVI, Regulatory volume increase) se 
produit en réponse au stress hyperosmotique (Burg et al., 2007). Ce RVI est associée à la 
régulation des systèmes de transport d'ions et participe à l’ajustement osmotique et est 
suivi d’une réduction du volume au niveau control. Chez certaines cellules animales le RVI 
peut être cependant être suivi par une très (trop) forte diminution du volume conduisant à 
l'apoptose (AVD, Apoptosis volume decrease). Ces processus impliquent notamment des 
courants anioniques (Maeno et al., 2000). De la même façon, dans notre modèle une trop 
forte augmentation des courants anioniques pourraient expliquer l’enclenchement du 
processus de PCD (Figure 2). Une étude plus approfondie sera nécessaire pour décrire 
précisément la limite de stabilité des cellules, et ce qui contrôle la limite entre l'ajustement 
osmotique et l’induction de la PCD dans les cellules végétales soumises à des conditions 
hyper-osmotiques. 
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Figure 2 : Cinétiques et séquence d’événements impliqués dans les réponses induites par 
stress non-salin . 
 
Dans une troisième partie nous avons étudié le rôle potentiel des petits peptides 
appartenant à la famille des peptides de type FARP (FMRFamide related peptide) décrite 
chez les métazoaires. Ces peptides peuvent participer chez les métazoaires à de 
nombreux processus physiologioques dont la régulation des stress hyperosmotiques. 
Nous avons pu montrer que la plante modèle A. thaliana possède des gènes susceptibles 
de coder de tels peptides. En utilisant des peptides synthétiques, nous avons montré que 
ces peptides pourraient participer aux réponses induites lors de stress hyperosmotique 
chez les plantes, notamment la régulation des flux d’ions, la production de ROS mais 
aussi les processus de PCD. Ce travail illustre la complexité et l'importance de la 
régulation des canaux ioniques dans les voies de signalisation et les processus 
conduisant à la PCD.  
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Nous avons également recherché le rôle possible de ces peptides dans la régulation de 
l'ouverture stomatique, mécanisme important de la résistance à la sécheresse, cette 
ouverture étant ntamment contrôlée par la génération de ROS et l'activité du canal SLAC1 
(Negi et al., 2008; Sirichandra et al., 2009). Il s’est avéré que ces peptides induisaient 
l’ouverture des stomates, résultat contre-intuitif puisqu’un tel effet conduirait à renforcer les 
pertes d’eau via les stomates. Cependant le rôle de ces peptides pourrait faire partie d'un 
mécanisme sophistiqué impliqué dans la régulation de l’ouverture stomatique en cas de 
stress hydrique modéré. Comme cela a été récemment rapporté pour un métabolite le 1,3-
diaminopropane acétylé (DAP) qui ont contrecarré la stomates induite par l'acide 
abscissique-canonique de fermeture en cas de stress modéré permettant l’entrée de CO2 
et donc la photosynthèse, mais pas sur le stress sévère (Jammes et al., 2014). De tels 
régulateurs permettraient aux plantes de s’adapter de façon optimale aux stresses 
osmotiques. 
En résumé ce travail met en exergue le rôle crucial et la complexité des régulations des 
flux d’ions en réponses aux stress hype-rosmotiques en particulier lors de l’induction des 
processus de PCD. 
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